Introduction
P��c�����c c��c�� �� o�� of ��� mo�� �gg�����v� m���g���c��� �� ��� �o���, ���� � �oo� ��og�o��� ��� � ��g� mo������� ����. T�� ov����� 5-���� ���v�v�� ���� fo� ���c�����c c��c�� �������� ��m���� ���� ���� 5%. A���o�g� ���g�c�� ����o�c��� ��v� been developed, there has been no significant improvement in ���v�v�� ���� ov�� ��� ���� ����� ��c���� (1), ���c� �� ������-���� �o ��� ��g� ��c����c� of m��������� �� ������� ���g�o��� (2) . F������ ������������g of ��mo��g������ of ���c�����c c��c�� m�� ��ov��� ��� c���� fo� ��v��o���g ���v����o� ��� �����-m��� ������g���.
E�����m�� g�o��� f�c�o� ��c���o� (EGFR) ����� � k�� �o�� �� ���������� ��mo� fo�m���o�. R�c��� ������� ����c���� ���� EGFR ��� ����c����� �� ov�� 95% of ���c�����c c��c�� �������� (3), ��� ���� �������� EGFR �c��v���o� c�� ��c����� ���c�����c c��c�� c��� ��o��f�����o� (4) . �� ��c��� �����, EGFR ���g����g ������� ��� ��com� � �o����� mo�� of com��������v� ��mo� �����m���. Ho��v��, ����c��v� ���g����g of EGFR ��� �o� �� �ff�c��v� �� ����c���, ��c���� ���g ��������c� �o��� ��v��o� ��� ���� �o �������f�c�o�� c����c�� �ff�c� (5-7). T����fo��, �� ��m���� ��c��-���� �o ����o�� ������o��� ����������c com������o��.
H��g��og (H�) ��g�����g ������� ����� �� �m�o����� �o�� �� ���c�����c c��c��og������. �� �� c�o���� ���oc����� ���� ���c�����c c��c�� occ�����c� ��� ��og�����o�, ��� �� ��vo�v�� �� c������� ��o��f�����o� ��� ��v���o� in vivo ��� in vitro (8) . R�����c� ��o��� ���� EGFR ��� H� ��g�����g �������� ���� ����g������ �� m��� ���c�����c c��c�� c��� ����� (9, 10) . Ho��v��, ��� ������o����� ��� ��� �����g���c m�c�����m� ������� ����� ��o �������� ��m��� ��c����.
�� ���� �����, �� ����o��c�� � �����v���� v�c�o� co�������g ��RNA ���� ���g��� ��� EGFR g��� ���o ��m�� ���c�����c c��c�� c����. T�� �ff�c�� of EGFR RNA� ��o�� o� �� co�j��c-��o� ���� H� ��������o� o� ��o��f�����o� ��� ��o��o��� ���� ����o��� �o�� in vitro ��� in vivo, ��� ��� �o������ �����g����c m�c�����m� fo� H� ��� EGFR ��g�����g �������� ���� f������ ��v����g����.
Materials and methods
Cell line and culture conditions. T�� ��m�� ���c�����c c��c�� c��� �����, PANC-1, ASPC-1 ��� M�� P�C�-2 ���� g����o���� ��ov���� �� P�of���o� B�g�� ��� P�of���o� Ko��m��� of U�m U��v������, G��m���. T�� c���� ���� c������� �� D����cco'� mo��f��� E�g��'� m����m (DMEM, G��co, ��v���og��, C�������, CA, USA) ������m����� ���� 10% f���� �ov��� ����m (FBS, S�gm�, S�. Lo���, MO, USA) ��� ����c����� (100 U/m�).
Establishment of pancreatic cancer cell clones expressing EGFR RNAi. T�� RNA� ���g����g ��m�� EGFR ��q���c� (G���B��k �cc����o� �o. NM_201283) ��� ��� ��g�-��v� co���o� ��q���c� ���� ����g��� ��� co�����c��� �� G���C��m (S���g���, C����). PANC-1 c���� ���� �����f�c��� ���� ��com������ �FU-GW-RNA� �����v���� v�c�o�� ���g����g ��� EGFR g��� (PANC-1-��) o� ���� ��g���v� co���o� v�c�o�� (PANC-1-nc). All constructs were confirmed using sequence ��������. T�� co�����c�� ���� ������ �����f�c��� ���o c���� �o g������� k�ock�o�� c�o���. T�� c���� ���� c������� fo� 48 �, ��� ��� �������c��o� �ff�c���c� ��� �������� ����g FACS ��������. T�� �����f�c��� c���� ���� ���v����� ��� �������� fo� �����q���� �������.
Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR).
To��� RNA f�om ����-���� ���c�����c c��c�� c���� ��� c�o��� EGFR k�ock�o�� c���� ��� �����c��� ����g TR�zo� ���g��� (��v���og��, C�������, CA, USA). A��q�o�� (1 µg) of RNA ���� DNase-treated and processed for first-strand cDNA synthesis ����g ��� RT-PCR K�� (To�o�o, O��k�, J����). cDNA ��� amplified using a PCR thermal controller with initial denaturation at 94˚C for 5 min, followed by 30 cycles of: denaturation at 94˚C for 30 sec, annealing at 61˚C for 30 sec, extension at 72˚C for 60 sec, and a final extension step at 72˚C for 5 min. GAPDH ��� ���� fo� g��� ��������o� �o�m���z���o�. T���� ����������� ������m���� ���� ���fo�m��.
Western blot analysis. T�� �o��� ��o���� f�om ����-���� ���c�����c c��c�� c���� ��� ��� EGFR k�ock�o�� c�o��� (PANC-1, PANC-1-�c ��� PANC-1-��) ���� o������� ����g ��� To��� P�o���� E����c��o� k�� (K��g��, N��j��g, C����). To��� ��o���� ��� ��m��� (70 µg) ��� ��������� �� �o���m �o��c�� ���f���-�o���c����m��� g�� ���c��o��o����� (SDS-PAGE) ��� ���c��o��o���� o��o ����oc�����o�� m�m������, ��� ���� ��o��� ���� ����-��o���o-Ak�, ����-Ak�, ����-��o���o-E�k1/2, ����-E�k1/2 (C��� S�g�����g T�c��o�og�, B�v����, MA, USA) ��� ����-EGFR (A�c�m, C�m����g�, UK) �����o����. T���� ����������� ������m���� ���� ���fo�m��.
Colony formation assay. To ������ ��� �ff�c� of EGFR k�ock-�o�� o� ��� co�o�� fo�m���o� ������� of PANC-1, PANC-1-�c ��� PANC-1-�� c����, ��c� ���� �����c��v��� ������ o��o 6-���� ������ �� v���o�� �o� ���������. W��� c�o��� ��������, they were fixed in methanol and stained with Giemsa before ���� ���� m������� co�����. T���� ����������� ������m���� ���� ���fo�m��. 7 c���� ���� ��j�c��� ���c�����o���� ���o ��� ��g�� ������ of 6-���k-o�� f�m��� ���� m�c�. T�� m�c� ���� ����om�z�� ���o fo�� �����-m��� g�o��� �cco����g �o ��� c���� ��j�c��� ��� ������ ���� ��� fo��o���g �����m����: �) PANC-1-�c, o� PANC-1-�� ���� c�c�o��m��� (50 mg/kg, ����o�v�� �� 0.1 m� PBS, ���������-�o���� ��j�c��o�, o�c� �v��� o���� ���) (11) �����m���, ��� ��) PANC-1-�c, o� PANC-1-�� ���� PBS �����m��� g�o��� (0.1 m� ����������o���� ��j�c��o�, o�c� �v��� o���� ���). T�� ���m��� ���� mo���o��� fo� ��mo� fo�m���o� �v��� 2 ����. T�mo� ��z� ��� m������� �� ��o ��m����o��, ��� ��� vo��m� ��� c��c�-����� ����g ��� �q����o� V = L � W 2 � 0.5 (����� V �� ��� vo��m�, L �� ��� ���g�� ��� W �� ��� �����). Fo�� ���k� �����, all the mice were sacrificed, and the tumors were excised and ���g���.
Immunohistochemistry analysis of xenograft tumors. Paraffin�m������ 4-µm-���ck ��c��o�� ���� �������� ��� �����z�� �� H&E �������g o� �mm��o����oc��m�c�� �������� ����g � C��� ��� T����� S������g k�� �cco����g �o ��� m���f�c�����'� ��o�oco� (R&D S����m�, M������o���, MN, USA). To ������ ��� ��o��f�����v� ����� of ������ ��c��o��, K�-67 �������g ����� ��� c������ o�� �� ������������v� �o�-��c�o��c ����� of ��c� 
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Effects of EGFR RNAi and cyclopamine on PANC-1 xenograft growth.
To ��v����g��� ������� ��� in vitro ������mo� �ff�c�� of EGFR ��������o� ��� ��� �����g����c �ff�c�� ���� c�c�o��-m��� co��� �� ����o��c�� in vivo, �� ����������� ���og��f� mo���� ����g PANC-1-�c ��� PANC-1-�� c����. A�� of ��� PANC-1-�c ��j�c��� m�c�, ��� mo�� of ��� PANC-1-�� ��j�c��� m�c� ��v��o��� m��������� ��mo�� o�� ���k �f��� ��j�c��o�. T�� m�c� ���� ��c��v�� �����m���� of ������ c�c�o��m��� o� PBS o�c� �v��� 48 �. T�� ���og��f� ��mo� ��z� ��� m������� o�c� � ���k. A� ��o�� �� F�g. 7, ��� ��mo�� f�om PANC-1-�� injected mice were significantly smaller than tumors from the co���o� c���� (PANC-1-��+PBS v�. PANC-1-�c+PBS, P<0.05). C�c�o��m��� �����m��� co��� ������� ���og��f� ��mo� g�o��� com����� ���� PBS (PANC-1-�c+C�c v�. PANC-1-�c+PBS, P<0.05). F������mo��, ��� com����� �����m��� ����g EGFR RNA� ��� c�c�o��m��� (PANC-1-��+C�c) �������� �� ������o��� ��mo� g�o��� ��������o� (F�g. 7A). T�����-��g�� ���� �f��� ��mo� ��oc�����o�, ��� �v���g� ��mo� vo��m� of ��� com����� �����m��� ��� ��g��f�c����� ��c������ ���� 
Discussion
T�� ������m�� g�o��� f�c�o� ��c���o� (EGFR) ���o�g� �o � f�m��� of ��c���o� ���o���� k������, ��� ����� � k�� �o�� �� c��� ��o��f�����o�, ���v�v��, m�g����o� ��� ��ff���������o� �� ���������� ��mo� fo�m���o� (12) . EGFR �� �oc���z�� m����� �o c��� m�m������ ��� �� �c��v���� �� ��� EGF ��g��� (13) . A ��c��� ����� ��v����� ���� ��� ov����������o� o� ����g�����o� of EGFR ����c�� ����� g�o���, ���o�g ��v���o� �������, ��� �oo� ��og�o��� fo� m��� k���� of �o��� ��mo��, ��c�����g ���c�����c c��c�� (14) .
�� ��c��� �����, ������� ���g����g EGFR ��� ���� � �o����� m���o� fo� com��������v� ��mo� �����m���, ���c� ��c����� EGFR mo�oc�o��� �����o���� ��� �m��� mo��c���� ���o���� k����� �������o��. Fo� ���m���, ���o�����, �� EGFR-���o���� k����� �������o�, ��� ���� ����ov�� �� ��� FDA �� � com���-�����v� �����m��� fo� ��v��c�� ���c�����c c��c��. Ho��v��, mo�o������� ���� ���g��� EGFR ��� �o� ���� �� �ff�c��v� �� ����c���, ��� ��� c����c�� �ff�c� ��m���� �������f�c�o��. P������� ���� ��v��c�� ���c�����c c��c�� ��v� � �oo� ��og-�o��� ��� ����� ��v� ���� �o �m��ov�m���� �� ���v�v�� ���c� ��� ����o��c��o� of g�mc������� �� � ����������c o���o�. A ����om�z�� ����� ��� ����� ��o��� ���� �m��ov�m��� �� ������� (15) . U���g������ H� ������� �c��v��� ��� ���� o����v�� �� ��m�� ���c�����c c��c�� (16, 17) . ��������o� of H� ��g�����g �� c�c�o��m���, � �moo������ ����go����, ��������� ���c��-���c c��c�� g�o��� in vitro ��� in vivo, ��gg�����g ���� ���� ��g�����g ������� ��� �� ����� ��� c����c�� �o�� �� ���c�����c cancer formation (18) . Specifically blocking Hh signaling can ������� c��� ��o��f�����o� ��� ��v���o� in vivo ��� in vitro, ��� m�� ��com� o�� of ��� ���� �o��� fo� ���g���� ���c�����c c��c�� �������. Som� �c�o���� ��v� ��mo�������� � �����g� ������� H� ��� EGFR �������� �� ���c�����c c��c�� c��� ����� (19) . R�����c���� ��v� fo��� ���� �o��c H��g��og (SHH) and EGFR positivity were significantly higher in 49 pancreatic c��c�� ���c�m��� com����� ���� 49 m��c��� �o�m�� ���c�-m���, �� ����c��� �� �mm��o����oc��m����� (79.6 v�. 14.3%, 73.5 v�. 16.3%, P<0.05), ��� SHH ��������o� ��� �o����v��� co�������� �o EGFR ��������o� (� 1 =0.232, P<0.05) (9) . A�o���� ����� ��o��� ���� ����� ��� �� ������v� �ff�c� ������� ����-H� ��� ����-EGFR �������� ���� �����c�� �������v��� �o ����-��mo� ���g� �� ��o���g��� ��� ��o����� c��c�� c��� ����� (20) . H� et al (21) fo��� ���� H� ��� EGFR ���� ov����������� �� ���c�����c c��c�� c��� ����� ��� ��� ������mo� �ff�c�� of ������, � ���o���� k����� �������o�, ���� �����c�� �� �o����g�����o� of EGFR g��� ��������o� ����� ��ock��g H� ��g�����g ���� c�c�o��m���.
In this study, we confirmed that EGFR was expressed in ���c�����c c��c�� c��� �����, ��� ��� ��������o� ��� ���������� �o �om� ������ �� c�c�o��m���. O�� ������� ����c��� ���� EGFR knockdown could efficiently inhibit cell proliferation, increase ��o��o���, ��� �����c� c�c�o��m��� �������v��� �� ��m�� pancreatic cancer cells. EGFR downregulation significantly �o����� ��� ��o��o��c ������o�� ��� �����c�� �������v��� �o c�c�o��m���. C�c�o��m��� �������� �o ����c��v��� ����c� ��o��o��� �� ��mo� c���� ����o�� ��v���� �ff�c�� �o �o�m�� ������� in vivo (22) , ���c� ��gg���� c�c�o��m��� �� � ��om����g ���g fo� ���v�����g ���c�����c c��c�� ��og�����o�. Com����� ���� ���g�� ��ock��g EGFR ��������o�, ��� ������o� of c�c�o��-m��� �o EGFR k�ock�o�� f������ ��������� c��� ��o��f�����o� ��� ��mo� g�o��� �� �o�� c��� ����� ��� ���og��f��. T�� com��-����o��� �����m��� ��������� ���c�����c c��c�� c��� ��o��f�����o� ��� co�o�� fo�m���o�, ��� �ff�c��v��� �����c�� c�c�o��m��� �������v��� in vitro. T���� ������� �o��� �o � �����g����c �ff�c� ������� ��� H� ��� EGFR ��g�����g �������� �� ��� ��g�����o� of c��� ��o��f�����o� ��� ��o��o���. Ho��v��, ��� m�c�����m ������� ��� ��o �������� ��m���� ��c����.
T�o �m�o����� �o�������m ��g�����g �������� ��� controlled by EGFR. The first is the RAS-RAF-MEK-MAPK pathway, which influences gene transcription and cell prolif�����o�. T�� ��co�� �� ��� P�3K-Ak� �������, ���c� ��g������ ��o��o��� ��������c� ��� ���v�v�� ��g���� (23, 24) . T��� m�g�� ���o �� ��vo�v�� �� ���c�����c c��c�� c��� ��������c� �o EGFR���g���� ������� (25, 26) . �� ��� R��-R�f-MEK-ERK/MAPK �������, ERK ����� � ���� �o�� �� � m�m����� ��o���� ��� �� � �����c�����o� f�c�o�. Ac��v���� MAPK� ��o���o������ and regulate specific intranuclear transcription factors (27) , ���� ����c��g c��� ��ff���������o� ��� ��o��f�����o� ���� co�������� �o ��mo��g������ ��� m�g����o� (28) . AKT �� � ��o�oo�cog���, co���g fo� � ������/����o���� ��o���� k����� (29) , ���c� �� �c��v���� �� ��o���o����� ������g ��� �c��v�-��o� �oo� ��o���o������o� �� T��308 �� PDK1 (30, 31) , ��� �� ��o���o������o� ������ ��� C-���m���� �� S��473 (32) . AKT ��omo��� c��� ���v�v�� �� ��o���o�������g ��� ���c��v����g ��o��o���-����c��g ���g���, ��c�����g B�� (33), fo�k���� ����-�c�����o� f�c�o�� (34) ��� c������-9 (35) . S��c� ERK ��� AKT ��� c�o���� ���k�� �o c��� ���v�v�� ��� g�o���, �� �����z�� ERK ��� AKT ��o���o������o� ����g ������� ��o� ��������. T�� ������ ��o��� ���� com�����g RNA�-�����c�� EGFR ���� H� ��g��� ��������o� ��o��c�� � m��k�� ��c����� �� �o�� AKT ��� ERK ��o���o������o� in vivo ��� in vitro. T�� �����g����c �ff�c� of ���� EGFR ��� H� ��g�����g ��������o� o� ��o��f-�����o� ��� ��o��o���, �� ��������� �� ���� �����, ��gg���� ���� combined treatment is likely to be a more efficient antitumor ������g� ���� ���������g ������ ��g��� ��o��.
�� co�c����o�, o�� ������� ����� ��o��� ���� ��� H� ��g�����g ������� �� ��vo�v�� �� ��g������g EGFR ��������o�, ��� �o��� �o � �����g����c �ff�c� of H� ��� EGFR. H� ������� ��������o� �����c�� ��� �ff�c� of ����c��v� EGFR ���g����g o� c��� ��o��f�����o�, ��� ��c������ ��o��o��� �� ��m�� ���c�����c c��c�� c���� in vivo ��� in vitro. S����c��g EGFR �� com����-��o� ���� c�c�o��m��� m�� �� � �o������� ����������c ������g� that significantly reduces tumor size and induces apoptosis. The �����g����c m�c�����m of H� ��� EGFR ��g�����g �������� ������ co��������� �o ERK ��� AKT ��o���o������o�. A���o�g� ������� ��v� ���� ��co���g��g, ������o��� ������� ��� ���������.
